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基于 DNA 条形码—产地—形态分析联用
的巴西草药 PIC魨O(鬼针草)的鉴定及生药
学研究
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揖摘要铱 摇 目的摇 对巴西鬼针草药材进行基原鉴定及生药学研究,为药材质量控制和开发应用

提供依据。 方法摇 提取样品总 DNA,扩增 ITS 基因序列,利用相似度搜索法进行分子鉴定。 利用通

过 DNA 条形码—产地—形态分析方法鉴定巴西鬼针草。 按照 2010 版《中华人民共和国药典》(一
部)中方法分析样品性状、显微特征。 结果摇 DNA 条形码—产地—形态分析联用的鉴定方法鉴定巴

西鬼针草药材来源于菊科植物鬼针草 Bidens pilosa。 结论摇 巴西鬼针草药材来源于菊科植物鬼针草

Bidens pilosa,生药学特征可以作为药材鉴定的依据。
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揖Abstract铱 摇 Objective 摇 To study the origin of Brazilian herbal PIC魨O and do a pharmaceutical
research,for providing a basis of quality control and development. Methods 摇 The source of varieties of
Brazilian herb was identified by DNA barcoding technology, extracting DNA, amplifying ITS sequence.
Then the result of DNA barcoding was checked by location information and morphological characteristics.
Pharmaceutical research was done on the samples. Results 摇 PIC魨O was identified as Bidens pilosa by
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DNA barcoding—origin—morphological analysis method. Conclusion摇 Brazil herbs PIC魨O is from Bidens
pilosa. Pharmacognosy feature could provide a basis for identification.

揖Key words铱摇 Brazilian;摇 PIC魨O;摇 DNA barcoding;摇 Pharmacognosy

摇 摇 鬼针草类药材均来源于菊科管状花亚科鬼针

属 BidensL. 植物,为一年生草本植物。 鬼针草类药

材药用历史悠久,为许多国家使用。 中国的鬼针草

药材来源有鬼针草 B. pilosa、金盏银盘 B. biternata、
小花鬼针草 B. parviflora 等植物的干燥全草[1],其具

清热解毒、活血散瘀功能,主治上呼吸道感染、咽喉

肿痛、急性黄疸型传染性肝炎等[2]。 巴西号称“植
物王国冶,境内植物资源居世界首位。 在巴西的部

落里,鬼针草药材(PIC魨O)的应用也十分广泛。 通

过调查,巴西鬼针草具有利尿,净化血液,消炎,保
护肝脏,抗病菌,抗原生动物,退烧解热作用,用于

治疗黄疸病、泌尿感染,阴道感染以及皮肤病的辅

助治疗等。 比较中巴鬼针草的治疗作用和临床应

用情况,有利于促进中国和巴西的医学交流,扩大

草药的用药范围。 但是,巴西鬼针草来源尚不明

确,限制了草药的开发利用。
DNA 条形码技术具有鉴别无背景信息中药材

的优势,能够准确鉴别到属、种水平,产地和形态特

征能进一步验证 DNA 条形码鉴定结果[3]。 本研究

通过 DNA 条形码技术—产地—形态分析联用的方

法对巴西鬼针草进行基原鉴定研究,明确药材的来

源。 通过性状鉴别和显微鉴别法对巴西鬼针草进

行生药学研究,从器官、组织和细胞三个层次为药

材鉴别提供依据,对药材的开发利用和质量控制具

有重要意义。

1摇 材料与方法

1. 1摇 实验材料

2012 年 4 月采购巴西药用鬼针草 3 批,购自巴

西隆城市场。 样品的凭证标本保存于北京中医药

大学大学标本室。
1. 2摇 试剂

广谱植物基因组 DNA 快速提取试剂盒(北京

博迈德生物有限公司,批号:69632855)、 Taq 酶等

PCR 试剂 (上海生工生物工程有限公司,批号:
695673BE)、乙醇、琼脂糖、ddH2O 等。
1. 3摇 仪器

SIGMA3K鄄15 低温高速离心机(SIGMA 公司),
TECHNE TC鄄3000PCR 扩增仪,Bio鄄Rad 电泳仪,水
平电泳槽(北京六一仪器厂),JS鄄680B 全自动凝胶

成像分析仪(上海培清科技有限公司),GRANT 制

冰机,超纯水制备系统,KQ5200E 型超声波清洗器,
SANYO- 80益 超低温冰箱 ( SANYO 公司), DHG鄄
9145A 型电热恒温鼓风干燥箱(上海一恒科学仪器

有限公司)。
1. 4摇 DNA 提取及 PCR 扩增

取样品,观察形态,形态结果一致。 取叶片进

行 DNA 提取。 各份样本分别用液氮冷冻后研磨成

细粉,采用植物 DNA 提取试剂盒提取总 DNA。 采

用 ITS 序列通用引物在热循环扩增仪上进行扩增,
PCR 扩增条件:50 滋L 体系含 2伊Taq PCR MasterMix
25 滋L,引物 P1 和 P4 各加 2. 5 滋L(5 滋mol / L),DNA
模板 4 滋L,ddH2O 16 滋L。 PCR 扩增程序:94 益预

变性 5 分钟,94 益变性 1 分钟,55 益退火 1 分钟,
72益延伸 1 分钟,40 个循环后,72益 延伸 10 分

钟[3]。 PCR 产物经 1% 的琼脂糖凝胶电泳,在紫外

灯下检视,均由上海生工生物工程有限公司测序部

测序。 各样品均采用正向和反向测序,以保证测序

的准确性。
1. 5摇 序列分析方法

利用 ContigExpress 软件对测序获得的正、反向

序列进行拼接,根据相似度搜索法(BLAST 法)所获

相似度最高物种的同属 ITS 序列边界,截取待鉴定

物种的 ITS 序列,分析样品序列特征。
1. 6摇 基于 DNA 条形码的鉴定方法

根据相似度法鉴别物种:以 90% 作为属水平鉴

定的阈值,以 97%作为种水平的鉴定阈值。 当物种

相似度在 97% 以上,最高相似度物种为鉴定结果;
当最高相似度物种相似度低于 97%时,认为数据未

注册该序列,鉴定到属水平。
1. 7摇 基于产地分析的鉴定方法

根据“基于 DNA 条形码鉴定方法冶项下获得的

科、属和种的鉴定结果,依据巴西植物志记载的巴

西分布的该属植物物种信息,依次分析最高相似度

物种的产地是否相符合。
1. 8摇 基于形态分析的鉴定方法

根据“基于产地分析的鉴定方法冶 项下获得

的鉴定结果,查询巴西植物志的形态信息,核对

形态特 征,进 一 步 证 实 鉴 定 物 种 结 果 和 入 药

部位。
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1. 9摇 巴西鬼针草的性状和显微特征研究

根据 2010 版《中华人民共和国药典》(一部)中
方法分析样品性状特征、显微横切特征、显微粉末

特征。

2摇 结果与分析

2. 1摇 基于 DNA 条形码的鉴定

样品的测序峰图良好,3 份平行样测序结果一

致,各选择一条序列用于后续分析。 截取 ITS 片段,
ITS 序列长度为 646 bp。 经 BLAST 功能检索,样品

与菊科鬼针草属植物相似度最高,均大于 97% ;与
植物鬼针草 B. pilosa 序列(U67106. 1)相似度最高,
相似度为 99% 。 因此,通过 DNA 条形码技术鉴别

该药材基原为菊科植物鬼针草 B. pilosa。
2. 2摇 基于产地分析的验证

根据调查,巴西部落有鬼针草植物分布,DNA
条形码鉴定结果符合植物地理分布特征。 因此,根
据 DNA 条形码与产地核对结果鉴定巴西鬼针草来

源于菊科植物鬼针草。
2. 3摇 基于形态分析的验证

茎钝四棱形,如图 1,叶为三出羽状复叶,小叶

基部近圆形或阔楔形,有时偏斜,不对称,具短柄,
边缘有锯齿、顶生小叶较大,长椭圆形或卵状长圆

形。 叶面具柔毛。 根据形态分析,巴西鬼针草与植

物志中鬼针草特征相符合,因此,根据 DNA 条形码鄄
产地鄄形态分析的研究结果,鉴定巴西鬼针草的来源

为菊科植物鬼针草 B. pilosa 的地上部分。

图 1摇 巴西鬼针草 PIC魨O 样品的性状

2. 4摇 巴西鬼针草的性状和显微研究

2. 4. 1 摇 性状特征 摇 从性状上看,样品经过切制加

工,茎呈方形或近圆柱形,多切成段,长短不一,一
般老茎较短,嫩茎较长。 表面紫红色或紫棕色,少
量或灰绿色或棕黄色,有纵向棱槽,茎上微附茸毛,
节间明显,节膨大。 质轻,易折断。 断面白色,髓部

海绵状,近节处或有中空。 叶片皱缩卷曲,完整者

展平后呈卵形或菱状卵形,灰绿色。 叶对生,为羽

状三出复叶,叶端渐尖,叶缘具均匀锯齿状,叶基渐

狭,顶生小叶较大,叶基延展近翅状。 叶柄较长,叶
柄及叶面均具明显柔毛。 质轻脆。 气微特异,味
微苦。
2. 4. 2摇 显微横切鉴定摇 采用石蜡切片制法制片,从
显微横切面特征上观察茎叶特征。

茎呈类方形。 表皮细胞 1 列,长方形,沿切向延

长,有时可见少数非腺毛。 皮层窄,由 5 ~ 6 列细胞

组成,角隅处有乳汁管,四个角中每个角隅处有三

个,四边中每个维管束上方有一个。 维管束大小不

等为外韧型,多个环列。 韧皮部外侧分布有中柱鞘

纤维,多半月形,断续呈环状排列。 木质部导管大

小不等,多被木质部纤维分隔断续径向排列。 髓部

发达,约为茎横切面的 2 / 3 以上,薄壁细胞向内逐渐

增大,排列较疏松,如图 2-3。

1. 表皮 2. 皮层 3. 中柱鞘纤维 4. 韧皮部 5. 木质部 6. 髓

图 2摇 巴西鬼针草 PIC魨O 样品茎的显微横切面

1. 表皮 2. 乳汁管 3. 皮层 4,中柱鞘纤维 5. 韧皮部 6. 木质部

图 3摇 巴西鬼针草 PIC魨O 样品的茎(部分)横切面
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摇 摇 叶上表皮细胞 1 列,长方形,较大。 下表皮细胞

较小,类方形,气孔类型为不定式。 表皮细胞上有

非腺毛分布。 栅栏组织由 1 列短圆柱形细胞组成,
海绵组织较发达,细胞形状类圆形或不规则形。 叶

肉组织中含有分泌道。 主脉处维管束 3 个,外韧型,
木质部导管 2 ~ 4 个径向排列成行。 韧皮部呈半月

形,如图 4。

1. 下表皮 2. 海绵组织 3. 栅栏组织 4. 上表皮

5. 非缐毛 6. 韧皮部 7. 乳汁管 8. 木质部导管

图 4摇 巴西鬼针草 PIC魨O 样品的主脉横切面图

2. 4. 3 摇 显微粉末鉴定 摇 粉末绿灰色或灰棕色。
(1)非腺毛 呈锥形,由多个细胞组成,顶端锐尖或渐

尖。 (2)导管 多为具缘纹孔导管和螺纹导管,少见

环纹和梯纹导管。 (3)木纤维 多成束,细胞为长梭

形,末端尖,多破碎,胞腔较窄,内可见纹孔。 (4)叶
表皮细胞 不规则形,大小不等,叶下表皮气孔为不

定式。 (5)花粉粒 球形,外壁具细刺状突起。 (6)
茎表皮细胞 排列整齐,近长方形。 (7)髓薄壁细胞

为大型细胞,近长方形,壁较厚。 (8)韧皮纤维呈梭

形,常成群存在,胞腔呈线状。 (9)棕色块略透明,
具光泽,如图 5。

3摇 讨论

3. 1摇 鬼针草的鉴定

研究人员对鬼针草鉴别做了大量研究。 夏至

等[4]通过分子鉴定方法对中国鬼针草 7 个近缘种

进行分析,结果表明,鬼针草能与其他近缘物种鉴

别开,表明了 DNA 条形码对鬼针草药材的鉴别能

力。 刘圆等[5] 通过原植物、性状、显微和薄层鉴别

的方法对民族药鬼针草进行生药学鉴定研究, 表明

1. 非腺毛 2. 导管 3. 木纤维 4. 表皮细胞及气孔 5. 花粉粒

6. 表皮细胞(茎)7. 薄壁细胞(髓) 8. 韧皮细胞 9. 棕色块

图 5摇 巴西鬼针草 PIC魨O 样品的粉末图

生药学特征能够作为鬼针草的鉴别依据。 本研究

通过 DNA 条形码-产地-形态分析联用的方法鉴定

巴西鬼针草来源于菊科植物鬼针草的地上部分。
生药学研究为巴西鬼针草的品种鉴别和质量控制

提供依据。
3. 2摇 中巴用药经验交流的意义

通过比较中国和巴西鬼针草药材的用药经

验,为中药扩大药用资源和新药开发提供依据,中
国可以从巴西进口资源紧缺的品种;巴西植物药

研究处于初级阶段,本研究为促进巴西草药的临

床应用和化学、药理研究提供品种鉴定基础,巴西

可以借鉴中国中药的研究基础和研究方法提高巴

西草药的现代化水平;本研究为挖掘中国和巴西

草药新资源提供参考,为中巴的传统医学交流奠

定基础。
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